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SUMMARY
The heart pumps blood through the entire body in order to supply all tissues with
oxygen and other nutritional substances (substrates). During resting conditions the total
bloodvolume (5-6 litres) is pumped once every minute; this is called the cardiac output and
is the product of the number of beats per minute (heart rate) and the blood volume which
is pumped through the vasculature per beat (stroke volume). During heavy exercise the
cardiac output can amount up to 40 l/min as a result of an increase in both the heat rate and
the stroke volume. Thus the heart is an extraordinary powerful and active organ. To perform
this action the heart itself needs an appreciable amount of substrates. Therefore, already
during rest about 4% of the total blood is pumped directly through the vasculature of the
heart (coronary circulation). The heart has a preference for fatty acids as fuel during normal
conditions, although other substrates can be used readily as well, such as glucose and lactic
acid. During a single passage of the blood through the coronary circulation up to 70% of the
supplied fatty acids can be taken up by the cardiac tissue. Fatty acids contain a large
amount of potential chemical energy, which is liberated during combustion and subsequently
used for pump activity.
Since fatty acids are poorly soluble in an aqueous environment they are transported
in blood coupled to a protein, i.e. albumin. Albumin increases the solubility of fatty acids
10,000 to 20,000 fold. Following uptake in the heart muscle cells (cardiomyocytes), fatty
acids are transported to the mitochondria, the power plants of the cell. In these cell
organelles fatty acids are broken down in an oxidative process, during which the stored
energy is liberated.
About two decades ago a small protein was detected in cardiac tissue which was
capable to bind fatty acids under laboratory conditions (/n w'fro). This so-called fatty acid-
binding protein was soon considered the intracellular counterpart of albumin. However, to
date this putative transport function as well as other functions have not been established.
After a brief introduction (chapter 1) an overview of the distinct lipid transporting
systems in the body is given in chapter 2 of the present thesis, with emphasis on the
intracellular fatty acid protein FABP.
The purpose of the present thesis was to gain insight into the (patho)-physiological
significance of FABP. At the onset of the project it turned out that several researchers had
published important characteristics of the protein. However, these parameters were fairly
diverse. Therefore, the initial aim of the investigation was to develop methods to accurately
assess several biochemical parameters. In chapter 3 a method for the determination of fatty
acid-binding properties of FABP (or any other protein) is described. Important parameters
are the affinity constant K„, which gives an impression about the 'eagerness' by which FABP
binds and releases fatty acids, and the binding parameter B„„, which indicates how many
fatty acid molecules can be bound by a single FABP molecule.
To accurately quantify the amount of FABP in rat heart tissue and other samples, a
sensitive immunological technique was developed (chapter 4). Besides in heart muscle,
FABP was quantified in several skeletal muscles as well. It was found that the amount of
FABP was appreciably higher in red muscles (which are largely depending on fatty acid
oxidation) than in white muscles (which hardly use fatty acids). This was an indication that
there might exist a relation between these parameters. Further evidence of this relation is
presented in chapter 5. In that chapter a heterogeneous distribution of FABP in the wall of
the left ventricle, that part of the heart which pumps blood straight into the systemic
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circulation, is described. It was found that the outer tissue layer contained a somewhat
higher amount of FABP than the inner layer. Earlier experiments had already shown that the
capacity to metabolize fatty acids differs comparably in these tissue layers.
In order to gain an impression about the fatty acid transporting capacity of FABP in the
cardiac muscle cell a mathematical model was set up (chapter 6). Calculations were
performed with findings from our own investigations but also from other researchers. From
these calculations it appeared that FABP can increase the transport of fatty acids in the
cardiomyocyt 10 to 20 fold as compared with the hypothetical situation in which no FABP
is present. Moreover, observed rates of cardiac fatty acid uptake can be explained only
when an appreciable concentration of FABP is present in this cell-type. These results,
therefore, suggest that FABP is necessary to ensure a sufficient supply of fatty acids to the
mitochondria, and especially those lying in the innermost regions of the cardiomyocytes.
The release of intracellular proteins from injured tissue (e.g. enzymes) during and after
an ischemic insult (i.e. a period in which no substrates are supplied to the heart) has
become a powerful tool in the diagnosis of a myocardial infarction. One of the causes for
the loss of proteins from damaged cells might be the formation of small pores in the cellular
membrane, through which the proteins can leave the cell. If the size of these putative pores
is related to the extent of the insult, it might be possible that small proteins are lost from the
tissue earlier than larger molecules. To gain insight in this process, a series of experiments
was performed making use of the model according to Langendorff. In this model the
coronary vasculature of an isolated rat heart is perfused via the aorta with a medium
containing all substrates necessary to maintain cardiac contraction. During a prolonged
period of time (3 hours) the perfusion was severely depressed (15% of normal flow, i.e. low-
flow ischemia). During this period the leakage of FABP from the tissue was compared with
that of lactate dehydrogenase (LDH), an enzyme with an approximate 10 fold higher
molecular mass. Despite the difference in molecular mass, the release patterns were similar
for both proteins. Upon reperfusion (restoration of normal perfusion) an appreciable part of
both FABP and LDH were found to be released in the perfusion medium, most likely caused
by a combination of ischemic tissue damage and reperfusion damage. However, in this
period no differences in release patterns could be monitored as well. When the amounts of
released protein was related to the total tissue content of the two proteins, it was found that
LDH was even more released than FABP, indicating that the process of protein release from
injured cardiac tissue is a complex one which depends on a variety of factors.
Upon ischemia of cardiac tissue, breakdown of phospholipids occurs (substances which
make up an important part of the cellular membrane structures) resulting in an increase of
the tissue fatty acid concentration. A high tissue fatty acid concentration is regarded to have
several harmful effects on cardiac function. Some years ago it was postulated that FABP
might play a role in the scavenging of these excess amounts of fatty acids, thereby
diminishing the harmful effects of them. To test this hypothesis the isolated perfused heart
model as described in chapter 7 was used (chapter 8). Perfusion of the tissue was stopped
completely for 60 minutes (global ischemia), followed by a period of 30 minutes reperfusion.
Earlier studies in our laboratory showed that this treatment results in an increase of tissue
fatty acid concentrations. The hearts were subsequently subjected to the so-called calcium
paradox, a procedure in which soluble intracellular constituents of the tissue are released
quickly. It was found that FABP and fatty acids were released from the tissue in a 1:1 ratio,
although no increase in tissue fatty acid concentrations had occurred during the preceding
period. During the calcium paradox, however, tissue fatty acid concentrations increased
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dramatically. A possible explanation for these observations might be that fatty acids, which
are liberated from phospholipids during the calcium paradox, are bound to FABP quickly and
simultaneously released.
In summary the following conclusions can be drawn from the investigations presented
in this thesis:
1. FABP plays an important role in the intracellular binding and transport of fatty acids.
2. The release of proteins from injured cardiac tissue is a complex process in which a
variety of physico-chemical properties of the protein under study are most likely
involved.






Het hart pompt bloed door het gehele lichaam met als doel daarmee alle weefsels te
voorzien van zuurstof en andere voedingsstoffen. In rust wordt het gehele bloedvolume (5-6
liter) één maal per minuut rondgepompt; dit wordt het hartminuutvolume genoemd en is een
produkt van het aantal hartslagen per minuut (hartfrequentie) en de hoeveelheid bloed die
per hartslag het bloedvatenstelsel in wordt gepompt (slagvolume). Tijdens zware lichamelijke
inspanning kan, als gevolg van een verhoging van zowel de hartfrequentie als het
slagvolume, het hartminuutvolume oplopen tot 40 liter/minuut. Het hart is dus een
buitengewoon krachtig en actief orgaan. Om deze taak naar behoren te vervullen heeft het
hart zelf een aanzienlijke hoeveelheid voedingsstoffen nodig. Daartoe wordt al tijdens rust
ongeveer 4% van de totale hoeveelheid bloed direct door de bloedvaten van het hart
(coronaire circulatie) gepompt. Onder normale omstandigheden heeft het hart een voorkeur
voor vetzuren als brandstof, hoewel ook glucose en melkzuur kunnen worden gebruikt.
Tijdens één enkele passage van het bloed door de coronaire circulatie kan tot 70% van de
aangeleverde hoeveelheid vetzuren door het hartweefsel worden opgenomen. Vetzuren
bevatten een grote hoeveelheid chemische energie die tijdens verbranding vrijkomt en
gebruikt kan worden voor de pompaktiviteit. Vanwege de gebrekkige oplosbaarheid in een
waterig milieu worden vetzuren in het bloed vervoerd aan een eiwit, te weten albumine.
Albumine bewerkstelligt een toename van de vetzuur oplosbaarheid van 10.000 tot 20.000
maal. Na opname in de hartspiercellen (cardiomyocyten) worden vetzuren getransporteerd
van de celmembraan naar de mitochondriën, de energiecentrales van deze cellen. In dit deel
van de cel worden de vetzuren afgebroken in een oxidatief proces, waarbij de in het vetzuur
opgeslagen energie beschikbaar komt.
Ongeveer 20 jaar geleden werd in hartweefsel een klein eiwit aangetoond dat in staat
bleek om onder laboratoriumomstandigheden vetzuren te binden (;n w'fro). Dit vetzuur-
bindende eiwit (fatty acid-binding protein; FABP) werd al snel beschouwd als de
intracellulaire tegenhanger van albumine. Echter, tot op heden is deze transportfunktie,
evenals andere mogelijke functies van dit eiwit, niet onomstotelijk bewezen.
Na een korte inleiding (hoofdstuk 1) wordt in hoofdstuk 2 van dit proefschrift een
overzicht van de verschillende vet-transporterende systemen in het lichaam gepresenteerd,
waarbij de nadruk ligt op het intracellulaire vetzuurbindende eiwit FABP.
Het in dit proefschrift beschreven onderzoek had tot doel om meer inzicht te krijgen in
de (patho)-fysiologische betekenis van FABP. Bij aanvang van het onderzoek bleek dat
verschillende onderzoeksgroepen uiteenlopende gegevens hebben gepubliceerd over
belangrijke karakteristieken van FABP. Daarom werden eerst twee methoden ontwikkeld
voor het nauwkeurig en reproduceerbaar bepalen van enkele van deze eigenschappen. In
hoofdstuk 3 wordt een methode beschreven waarmee de vetzuurbindende eigenschappen
van FABP (of een willekeurig ander eiwit) kunnen worden bepaald. Belangrijke factoren
hierbij zijn de affiniteitskonstante K^ , die een indruk geeft over de 'gretigheid' waarmee FABP
vetzuren bindt en weer afstaat aan de oplossing waarin het zich bevindt, en de
bindingsfaktor B„„ , die aangeeft hoeveel vetzuren door één molecuul FABP kunnen worden
gebonden.
Om de hoeveelheid FABP in rattehart weefsel en andere monsters nauwkeurig te
bepalen werd een gevoelige techniek ontwikkeld waarmee met behulp van antilichamen het
eiwit kon worden gekwantificeerd (Hoofdstuk 4). Buiten het FABP gehalte in de hartspier
werd tevens de hoeveelheid FABP in diverse skeletspieren bepaald. Hierbij werd gevonden
dat de hoeveelheid FABP aanzienlijk hoger was in rode spieren (die voor hun
energievoorziening voornamelijk zijn aangewezen op de verbranding van vetzuren) dan in
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witte spieren (die nauwelijks vetzuren verbranden). Dit is een aanwijzing dat deze twee
parameters mogelijk verbonden zijn met elkaar. Een versterking van deze mogelijke relatie
bleek uit de resultaten beschreven in hoofdstuk 5. In dit hoofdstuk staat beschreven dat in
de wand van de linkerventrikel, de hartkamer die het bloed rechtstreeks de circulatie
inpompt, het FABP gehalte in de buitenste weefsellaag hoger is dan in de binnenste
weefsellaag. Eerder onderzoek had reeds aangetoond dat de capaciteit voor
vetzuurverbranding van deze lagen op een zelfde verschil vertoont.
Om een indruk te krijgen van de vetzuurtransporterende capaciteit van FABP in de
hartspiercel werd een mathematisch model opgesteld (Hoofdstuk 6). Voor deze
berekeningen werden niet alleen gegevens uit eigen onderzoek gebruikt maar ook gegevens
van andere onderzoekers. Uit de berekeningen bleek dat het in de hartspiercel aanwezige
FABP het intracellulaire vetzuurtransport met een factor 10 tot 20 kan doen toenemen,
vergeleken met de (hypothetische) situatie waarbij geen FABP in deze cellen aanwezig zou
zijn. Bovendien werd gevonden dat de gemeten vetzuuropname door de hartspier niet
verklaard kan worden zonder de aanwezigheid van FABP. Deze resultaten suggereren dat
FABP noodzakelijk is om een voldoende aanvoer van vetzuren naar de mitochondrien,
vooral die in de meer naar binnen gelegen delen van de hartcel, te garanderen.
Het vrijkomen van intracellulaire eiwitten (b.v. enzymen) tijdens en na weefsel
beschadiging is een belangrijk hulpmiddel bij de diagnose van een hartinfarct. Een van de
hypothesen voor het verlies van eiwitten uit beschadigde cellen is dat er poriën ontstaan in
de celmembraan, waardoor eiwitten naar buiten kunnen lekken. Indien de grootte van deze
poriën gerelateerd is aan de ernst van de beschadiging zou het te verwachten zijn dat laag-
moleculaire eiwitten eerder uit de cel lekken dan grotere eiwitten. Om hier inzicht in te
krijgen werd een reeks experimenten uitgevoerd waarbij gebruik gemaakt werd van het
geïsoleerde geperfundeerde rattehart model volgens Langendorff (Hoofdstuk 7). In dit model
wordt het coronaire vaatstelsel via de levensslagader (aorta) buiten het lichaam doorspoeld
met een geschikte oplossing waarin zuurstof en andere voedingsstoffen aanwezig zijn, zodat
het hart kan blijven contraheren. Gedurende langere tijd (3 uur) werd de coronaire
doorstroming sterk verminderd (15% van de normale doorstroming; zgn. low-flow ischemie).
Hierbij werd het weglekken van FABP uit het weefsel vergeleken met het verlies van het
enzym lactaat dehydrogenase (LDH), een eiwit met een molecuulgrootte van ongeveer 10
maal dat van FABP. Tijdens deze periode konden geen verschillen gedetecteerd worden in
de uitstortpatronen van beide eiwitten. Toen vervolgens de normale doorstroming hersteld
werd (reperfusie), bleek een aanzienlijk gedeelte van de weefselinhoud van zowel FABP als
LDH uitgestort te worden, hetgeen waarschijnlijk veroorzaakt wordt door een combinatie van
weefselschade ontstaan tijdens de ischemische periode en schade als gevolg van de
reperfusie. Echter, ook gedurende deze laatste periode konden geen verschillen worden
aangetoond in de uitstortpatronen van beide eiwitten. Dit betekent dat de molecuulgrootte
van de eiwitten waarschijnlijk geen rol speelt in het proces van eiwitverlies uit de cellen.
Gerelateerd aan de totale weefselinhoud van beide eiwitten werd er echter wel meer LDH
dan FABP uitgestort, hetgeen een indicatie is dat er meer factoren dan molecuulgrootte een
rol spelen bij het vrijkomen van eiwitten uit beschadigd hartspierweefsel.
Wanneer hartweefsel geen zuurstof en andere voedingsstoffen toegedient krijgt
(ischemie), zal na verloop van tijd afbraak van onder andere fosfolipiden (stoffen die een
belangrijk deel uitmaken van cellulaire membranen) plaatsvinden waardoor de
vetzuurconcentratie in het hartweefsel stijgt. Hoge vetzuurconcentraties in het weefsel
hebben over het algemeen een negatief effect op de hartfunktie. Enige jaren geleden werd
gepostuleerd dat FABP mogelijke een rol zou kunnen spelen bij het binden (bufferen) van
deze vetzuren, zodanig dat het schadelijke effect van deze vetzuren verminderd of teniet
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gedaan wordt. Om deze hypothese te testen werd wederom gebruik gemaakt van het
geïsoleerde, geperfundeerde rattehart model (Hoofdstuk 8). De doorstroming van het hart
werd gedurende 60 minuten volledig stopgezet (globale ischemie), gevolgd door een periode
van 30 minuten doorstroming. Dit werd gedaan om het vetzuurgehalte van het hartweefsel
te verhogen. Hierna werd het hart zodanig behandeld dat alle oplosbare bestanddelen zeer
snel uit het weefsel zouden stromen (met behulp van de zogenaamde calcium paradox). Het
bleek dat vetzuren en FABP hierbij in een 1:1 verhouding uit het weefsel vrijkwamen,
ondanks het feit dat tijdens de voorafgaande periode in het weefsel geen noemenswaardige
vetzuurstijging had plaatsgevonden. Het vetzuurgehalte van het weefsel bleek echter wel
sterk te stijgen tijdens de calcium paradox. Een van de mogelijke verklaringen van deze
waarnemingen is dat vetzuren die gevormd worden tijdens de calcium paradox, zeer snel
aan het in het weefsel aanwezige FABP worden gebonden en simultaan worden uitgestort.
Samenvattend kan, op grond van het in dit proefschrift beschreven onderzoek, het
volgende worden gesteld:
1. FABP speelt een prominente rol bij de intracellulaire binding en het transport van
vetzuren.
2. De uitstort van eiwitten uit beschadigd weefsel is een complex fenomeen waarbij
uiteenlopende eigenschappen van deze eiwitten een rol spelen.
3. De functie van FABP als een mogelijke buffer voor een verhoogd vetzuurgehalte in
hartspierweefsel dient nader onderzocht te worden.
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